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Abstract 


B , B 


Benzodiazepine protein conjugates of the formula 1 1 m 1 1 1 ^ I II wherein R1 is 
hydrogen, a methyl group or R, R2 is hydrogen, a hydroxyl or an OR group, 
with R1 or R2 containing an R group, R3 is a halogen, N02 or NH2, X is 
hydrogen or a halogen, wherein R is a group of the formula II, wherein Z is a 
macromolecular immunogen reactive carrier substance and n is 2 or 3. The 
benzodiazepine protein conjugates are used as immunogens to obtain 
antibodies to benzodiazepines. The invention also relates to an immunoassay 
for the detection of benzodiazepines where the so generated antibodies are 
used. 
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(54) Neue Benzodiazepinproteinkon jugate und ihre Verwendung zur immunologischen 
Bestimmung von Benzodiazepinen 

(57) Die Erfindung betrifft neue Benzodiazepinproteinkonjugate dar Formal I 



in der R1 Wasserstoff, eine Methylgruppe Oder R darstellt 

R2 Wasserstoff, Hydroxy oder eine OR-Gruppe darstellt wobei entweder R1 oder R2 eine OR-Gruppe enthait 
R3 Halogen, N02 oder NH2 darstelrt, 
X Wasserstoff oder Halogen darstellt 

wobei R eine Gruppe der Formel II darstellt, in der Z eine makromolekulare immunogenwirksame Trag ersubstanz 
bedeutet und N « 2 oder 3 ist. 

Die BenzodiazepinproteinKonjugate werden als Immunogen verwertdet um Antikfirper gegen Benzodiazepine zu 
T^l erzeugen. 

Die Erfindung betrifft weiter einen Immunoassay zum Nachweis von Benzodiazepinen. bei dem die so erzeugten 
j£J Antikorper verwendet werden. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrrfft Benzodiazepinproteinkonjugate, deren Herstellung, deren Verwendung als Immunogen, ein 
Verfahren zur Erzeugung von Antikorpern gegen Benzodiazepine und ein immunoassay zum Nachweis von Benzodia- 

5 zepinen urrter Verwendung dieser Antikttrper. Weiter sind Gegenstand der Erfindung neue Benzodiazepin-Linkerver- 
bindungen, deren Herstellung und deren Verwendung zur Herstellung der neuen Konjugate. 

Der analytische Nachweis von Verbindungen aus der Klasse der Benzodiazepine hat in den letzten 1 1/2 Jahrzehn- 
ten zunehmende Bedeutung erlangt. Benzodiazepine spielen eine groBe Rolle als Arznei und Beruhigungsmrttel. kon- 
nen andererseits als Sucht- und Ausweichdrogen miBbraucht werden, spielen eine Rolle bei Vergiftungen, vor altem bei 

io Mischirrtoxikationen und Suiciden. Ihr Nachweis est auch von groBer verkehrsmedizinischer Relevanz. 

Deshalb besteht zunehmend tnteresse an immunologischen Nachweismethoden zum schnellen, qualitativen und 
quantitativen Nachweis von Benzodiazepinen in Korperflussigkeiten. Fur Immunoassays notwendig sind kupplungsfa- 
hige Benzodiazepinlinker-Verbindungen ("Hapten-Linker-Verbindungen") zur Synth ese von Benzodiazepinproteinkon- 
jugaten ("Haptenproteinkonjugate"). Die Benzodiazepinproteinkonjugate werden einerserts als Immunogene zur 

15 Erzeugung von gegen Benzodiazepine gerichteten Antikorpern eingesetzt. Benzodiazepin-Enzymkonjugate konnen 
andererseits auch als enzymmarkierte Antigene oder als Polyhaptene in Immunoassays verwendet werden. 

Benzodiazepinlinkerverbindungen und Benzodiazepinproteinkonjugate sind bekannt: z.B. EP-A-0 264 797, J. 
Pharm. Sci. 66, 235 (1977), Biochem. Pharm. Exp. Therapeutics 186, 167 (1973), J. Imm. 4, 135 (1983), US-P- 
4.243,654, US-P-4,046,636, US-P-4,777,169, US-P-4.043.989 und US-P-4,083,948. Die damrt erzeugten Antikdrper 

20 werden in Serumtests eingesetzt. 

Eine Besonderheit bei Immunoassays zum Nachweis von Benzodiazepinen liegt darin, daB AntikoYper benOtigt 
werden, die nicht nur eine bestimmte Benzodiazepinverbindung, sondern die eine moglichst groBe Anzahl verschiede- 
ner relevanter Benzodiazepine erkennen konnen (hohe Kreuzreaktivitat). Eine weitere Schwierigkeit zum Nachweis 
von Benzodiazepinen besteht dann, wenn diese in Urin nachgewiesen werden sollen. Hier treten Abbauprodukte 

25 (Metabolite) der Benzodiazepine auf (Clarke's Isolation and Identification of Drugs, 2nd ed., The Pharmaceutical Press, 
London 1986; R.C. Baselt, Disposition of Toxic Drugs and Chemicals in Man, 3rd ed., Year Book JMedical Publishers 
Inc., 1989), insbesondere Amine, Glucuronide und Benzophenone, diedurch die in einem Immunoassay verwendeten 
Antikorper ebenlatls erfaBt werden sollten. Die Aufgabe der Erfindung war es daher, Immunogene in Form von Benzo- 
diazepinproteinkonjugaten zur Verfugung zu stellen, die als Imrnunantwort Antikdrper mil ein Br moglichst hohen Kreuz- 

30 reaktivitat gegenOber relevanten Benzodiazepinen erzeugen, insbesondere auch gegen Benzodiazepinabbauprodukte 
im Urin.Ferner sollten Immunogene in Form von Benzodiazepin-Proteinkonjugaten zur Verfugung gestellt werden. die 
AntikOrper erzeugen, deren Bindungsfahigkeit nur zu einem geringen Teil auf die Linkerteilstruktur des Konjugates 
gerichtet ist. 

Die Aufgabe wird getOst durch die Erfindung wie sie jn den Anspruchen beschrieben ist. 

35 Gegenstand der Erfindung sind neue Benzodiazepinproteinkonjugate der Formel I in der R1 Wasserstoff, eine 
Methylgruppe oder R darstellt, R2 Wasserstoff, Hydroxy, Oder eine OR-Gruppe darstellt, wobei entweder R1 oder R2 
eine R-Gruppe enthalt, R3 Halogen, NQ2 oder NH2 darstellt, X Wasserstoff oder Halogen darstellt, wobei R eine 
Gruppe der Formel II darstellt, in der Z eine makromolekulare immunogen wirksame Tragersubstanz bedeutet und n=2 
oder 3 ist. 

40 Bevorzugt ist n=2. 
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Makromolekulare Tragersubstanzen sind bevorzugt Polypeptide, beispielsweise KLH (key limpet haemocyanin), Ede- 
stin oder Rinderserumalbumin. Auch Enzyme, wie p-Galattosidase, sind geeignel. 

Unter Halogen wind Fluor, Chlor, Brom oder Jod verstanden. Bevorzugter Rest fur R3 und X ist Chlor. 

Bevorzugter Rest fur R3 ist Halogen, insbesondere Chlor. 
5 Ganz bevorzugte Verbindungen der For me 1 sind Verbindungen der Forme! la und lb. 
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Die erf indungsgemaBen Konjugate werden als Immunogene zur Herstellung von Antikorpem gegen Benzodiazepine 
eingesetzt. Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Erzeugung von AntikOrpern gegen Benzodiazepine durch 

25 Immunisierung eines Saugetieres und Gewinnung der erzeugten Antikflrper nach bekannten Verfahren, z.B. aus dem 
Serum oder der Milz, dadurch gekennzeichnet. daB ein erfindungsgemaBes Konjugat als Immunogen verwendet wird. 
Die Herstellung des Antiserums erfolgt nach bekannten Verfahren, vorzugsweise in Mausen oder Schafen. Eine derar- 
tige Immunisierung ist beispielsweise in B. Dunkar, J. Agric Food Chem. 38 (1990), 433 - 437 und N.H. Ogodrow, J. 
Agric Food Chem. 38 (1990), 940 - 946 beschrieben. 

30 Ein werterer Gegenstand der Erfindung sind Antikorper, die aufgrund Immunisierung mit den erfindungsgemaBen 
Benzodiazepinkonjugaten erhaltfich sind. Diese Antikorper sind monoklonal oder bevorzugt polyklonal. 

Die Herstellung von Antikorpem erfolgt durch die Immunisierung eines Versuchstieres mit dem Immunogen. Dieser 
Schrrtt des erfindungsgemaBen Verfahrens kann auf eine ubliche, dem Fachmann bekannte Weise geschehen. Ver- 
zugsweise verabreicht man das Immunogen dem Versuchstier in Kombination mit einem Adjuvans. Besonders bevor- 

35 zugt verwendet man als Adjuvans Freundsches Adjuvans oder Aluminiumhydroxid zusammen mit Bortadella pertussis. 
Die Immunisierung erfolgt vorzugsweise uber mehrere Monate mit mindesterts vier Immunisterungen in vier- bis sechs- 
wdchigem Abstand. Die Injektion des Immunogens erfolgt vorzugsweise intraperitoneal. 

Aus so immunisierten Tieren werden B-Lymphozyten gewonnen, die mit einer permanenten Myelomzellinie f usio- 
niert werden. Die Fusionierung erfolgt nach dem bekannten Verfahren von Kdhler und Milstein (Nature 256, 1975. 495- 

40 497). Die hierbei gebildeten Primarkulturen von Hybridzellen werden in ublicher Weise, z.B. unter Verwendung eines 
handelsQblichen Zellsorters oder durch "limited Dilution" Woniert. Es werden jeweils die Kulturen weiterverarbeitet, die 
in einem geeigneten Testverfahren, beispielsweise einem Enzym-lmmuno-Assay (E LIS A- Verfahren), posrtrv gegen das 
Benzodiazepin reagieren. 

Die Antikdrper zeigen eine hohe Kreuzreaktivitat insbesondere gegenuber Temazepam, Oxazepam, Lorazepam. 
45 Bromazepam, Alprazolam und gegen Abbauprodukte wie Temazepam -Glucuronid oder -Benzophenon, Oxazepam- 
Glucuronid und Aminoflunrtrazepam. Dabei weisen sie andererseits wenig Kreuzreaktivitalen mit der Lin kerb ru eke auf. 

Ein werterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung des so erhaftenen Antikorpers in Immunoassays. Ins- 
besondere werden die Antikorper an eine Markierung (z.B. ein Enzym, eine radioaktive Markierung oder ein Partikel 
wie Latex oder Metallsol) oder an einen weiteren Bindepartner (z.B. Streptavidin) oder an eine Festphase gebunden, 
so verwendet 

Das Verfahren zur Bestimmung der Anwesenhett von Benzodiazepin oder Benzodiazepinmetaboliten unter Ver- 
wendung der erfindungsgemaBen Antikorper wird so durchgefuhrt, daB eine Probe, bevorzugt Urin, die auf Benzodia- 
zepine untersucht werden soil, mit mindesterts einem erfindungsgemaBen Antikdrper, der gegebenerrfalls markiert ist 
Oder an eine Festphase gebunden ist oder mit einem weiteren Bindepartner an eine Festphase gebunden werden 
55 kann, kontaktiert wird und tie Bildung des Antikorper-Benzodiazepin-Komplexes in einer geeigneten Weise. zum Bei- 
spiel uber eine Markierung. bestimmt wird. 

Bevorzugt wird der Immunoassay in Form eines heterogenen immunoassays durchgefuhrt, besonders bevorzugt 
auf einem Chromatographieteststrerfen, wie er beispieisweis in DE-OS 44 39 429 oder DE-OS 40 24 919 beschrieben 
ist (siehe Figur 1). 
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Ein soicher Teststrerfen enthalt bevorzugt auf einer Tragerfolie hirrtereinander angeordnete saugfahige Zonen: eine 
Anaiytaufgabezone (1), eine Konjugatzone (2), auf der ein markierter Bindungspartner und gegebenenfalls ein Bin- 
dungspartner mit einer spezrfischen Bindestelle, z.B. Biotin, fur die Abfangzone (3) untergebracht ist, eine Abfangzone 
(3), auf der ein Abfangreagenz fur den Analyten oder ein Analytantikorper oder ein spezifisches Abfangreagenz fur eine 
s spezifische Bindestelle eines Bindungspartners, z.B. Streptavidin, aufgebracht ist, und eine Zielzone (4), in der nicht- 
abgefangene Markierung gemessen wird. 

Wird der Immunoassay nach einem Sandwich-Prinzip durchgefuhrt,, bildet sich nach Aufgabe des Analyten auf die 
Aufgabezone in der Konjugatzone ein Komplex von Analyt mit einem markierten Antikorper, der Ober einen weiteren 
Antikorper, der entweder in der Festphasenzone festphasengebunden ist oder dort uber ein spezifisches Bindungs- 
io paar, zum Beispiel Biotin-Streptavidin gebunden werden kann, dort immobilisiert wird. 

Bei einem kompetitiven Test konkurrieren Analyt und marWertes Analytanalogon urn einen Antikorper, der in der 
Abfangzone festphasengebunden oder dort uber eine spezifische Bindungsstelle festphasengebunden werden kann. 

Bevorzugt wird der Immunoassay nach einem 1EMA analogen Testprinzip durchgefuhrt. Hier befindet sich in der 
Konjugatzone ein markierter Antikorper im UberschuB zum Analyten. Uberschusstge markierte Antikorper werden in 
is der Abfangzone durch Analytanaloga abgefangen, wahrend markierte Analyt-Antikorper-Komplexe in der Zielzone 
nachgewiesen werden. 

Als Markierungen kommen ubliche Markierungen, wie Enzymmarkierung, Fluoreszenz-, Farbstoffmarkierungen in 
Frage, besonders Direktmarkierung, insbesondere Metal Imarkierung, ganz besonders bevorzugt Goldmarkierung. 
Der Immunoassay liefert schnelle und exakte Ergebnisse, die auch Abbauprodukte von Benzodiazepinen ein- 
20 schliefit. 

Ein weiterer Gegenstand der Erf indung ist ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Benzodiazepin- 
proteinkonjugate. Es ist dadurch gekennzeichnet, daB Benzodiazepin-Linkerverbindungen der Form el III mit einer Tra- 
gersubstanzverbindung, bevorzugt mit Polypeptidverbindungen, die mindestens eine Thiolgruppe enthalten, zu 
Verbindungen der Formel I umgesetzt werden. Dabei konnen die Polypeptidverbindungen von sich aus SH-Gruppen 
25 enthalten. Es konnen aber auch kunstlich SH-Gruppen durch dem Fachmann bekannte Method en in die Polypeptid- 
Verbindung eingefuhrt werden. Die Reste R3 und X und n der Formel III haben dabei die for Formel ) gegebene Bedeu- 
tung. RV ist Wasserstoff Methyl oder R\ R2' ist Wasserstoff, Hydroxy oder eine OR'-Gruppe, wobei entweder R1* oder 
R2* eine R* Gruppe enthalt und R' eine Gruppe der Formel IV bedeutet. 


35 


40 
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45 

Die Benzodiazepin-Linkerverbindungen der Formel III sind neu. Ein weiterer Gegenstand der Erf indung sind daher 
diese Verbindungen und deren Verwendung zur Herstellung der erfindungsgemaBen Benzodiazepinproteinkonjugate. 
Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung der Benzodiazepin-Linkerverbindungen 
so der Formel III. 

Ist in der Formel III R2* eine OR'-Gruppe und RV eine Wasserstoff- oder CH3-Gruppe, so werden die Verbindun- 
gen folgenderma&en hergestellt: 


55 
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HE* 


(Schema 1) 

Benzodiazepine der Formel V wend en beispielsweise mit Metachlorperbenzoesaure zu Verbindungen der Formel 
VI oxidiert und mit Essigsaureanhydrid unter Umlagerung acyliert (Verbindungen der Formel VII). Solche Verbindungen 
so werden in US-Patent 4,083,948 beschrieben. Anschtieftend wird unter Saurekatalyse mit N-geschOtztem Ethanolamin 
oder Propanolamin umgesetzt (Verbindungen der FormeJ VIII und IX). Mit beispielsweise Ethoxycarbonylmaieimid wird 
anschlieRend zu den Benzodiazepin-3-Oxyethylmaleimiden bzw. Oxypropylmaleimlden der Formel III mit R2'=OR' 
umgesetzt 

1st dagegen in Formel III RV gfeich R\ so wird eine Benzodiazepinverbtndung der FormeJ X mit N geschutztem Bro- 
55 methylamin aJkyliert und die Amidgruppe hydrolytisch zum Amin (Verbtndung der Formel XI) gespaiten. Die Bildung der 
1-Ethylmaieimide der Formel III erfolgt beispielsweise durch Umsetzung mit Ethoxycarbonylmal eimid . 
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Beispiel 1 

Immunisierunq und Prufunq der Antiseren 

45 5 Schale werden mrt Immunogene gemaR Beispiele 3 und 4 in Freund'schen Adjuvans immunisierl. DiB Dosis 
betragt 500 p.g je Tier. Die Immunisierungen werden Qber 6 Monate Oder langer jeweils in Abstanden von 4 Wochen 
wiederholt 

Monatlich 1 x werden von alien Tieren Antiserum- P rob en entnommen und auf Anwesenheit von Benzodiazepin- 
AntikOrper untersucht. Die Durchfuhrung dieser Messung ist in Beispiel 2 beschrieben. Fur weitere Untersuchungen 
so werden solche Antiseren ausgewahlt, die in VerdQnnung 1:10000 Oder hOher auereichend hohes MeBsignal liefern 
(mindestens 100 mE nach 30 bis 60 Minulen FarbentwicWung). 

Drei Monate nach Beginn der Immunisierung zeigten die Seren alter Tiere ausreichend hohes Signal. 


55 
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Bejspiei ? 

Nachwels verschledener Benzodiazepine 

5 Verwendet e Losunoen 

Beschichtungspuffer: 50 mM Natriumbicarbonat; 0.09% Nalriumazid; pH 9,6 

Inkubationspuffer: 10 mM Natriumphosphat; 0.1% Tween 20 (Fa. Brenntag. BestNr. 460761; 0.9% NaCI; 1% 

Crotein C (Fa. CRODA GmbH, Best.Nr. 38241422); pH 7,4 
jo Waschlosung: 0,9 % NaCI; 01.% Tween 20; 

Substratlosung: Substratlosung Enzymun (Boehringer Mannheim GmbH, Best.Nr.85742), enthalt 1.9 mM 

ABTS und 3.2 mM Natriumperborat in Phosphat-Citrat-Puffer pH 4.4) mit 2mg/ml Vanillin. 

PurchfPhrynq 

15 

Peschicfttung; 

Mikrotiterplatten (Maxisorp F96, Fa. Nunc, Best Nr. 4-42404) werden mit Streptavidin (Boehringer Mannheim 
GmbH, Best Nr. 976 539) beschichtet, das in der Konzentration 5^g/ml Protein im Beschichtungspuffer gel6st wird. In 
20 jedem Napf der Mikrotiterplatten werden 100 pJ dieser Losung pipettiert. Nach einstundiger Inkubation bei Raumtem- 
peratur unter Schutteln wird die Losung ausgeschuttet und die Platte dreimal mit Waschlosung gewaschen. 

Synthese von Delorazepam-Biotinkoniuoat (31 

25 92,4 mg (0.2 mmol) des Trifluoracetats von (2) werden in 10 ml THF gelftst und mit einer Lfisung von 150.6 mg 
(0,24 mmol) Biotin-DDS (1) hergestellt (hergestellt nach PCT/EP 94/00195) in 5 ml DMF versetzt. Zum Reaktionsge- 
misch gibt man 50 nl Triethylamin und laBt 16 h bei 20°C rOhren. Danach wird das LSsungsmittel am Rotationsver- 
dampfer unter Olpumpenvakuum entferrtt und der RQckstand in 20 ml Chloroform aufgenommen. Man wascht zweimal 
mil je 20 ml gesattigter NaHC0 3 -Losung und zieht anschlieBend das Chloroform am Rotationsverdampfer ab. Das 

30 feste Produkt 3 wird mit ca. 5 ml Essig ester cfigeriert. abgesaugt und Ober Nacht im Exsikkator getrocknet. 

Ausbeute: 21 mg (12% d. Th.) farbloses, feinkristal lines Pulver 
DC: Kieselgel, Essigester/Methanol 1/1 (v/v); R f =0.48 

35 Das Konjugat Deiorazepam-1-DSS-Biotin (3) wird in Inkubationspuffer ad 10 ng / ml gelGst. Die Napfe der Mikrotiter- 
platten werden mit je 100 pJ dieser Losung beschickt und anschlieBend inkubiert und gewaschen wie oben beschrie- 
ben. 
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Reaktion der Antikomer mit den Harrtenen 

Von jeder Benzodiazepin-Verbindung, die untersucht werden solt, wird eine Verdunnungsreihe in Inkubationspuffer 
hergestetlt. Die Reihe enthalt insgesamt 10 verschiedene Konzentrationen in Verdunnungsstufen 1:3, beginnend mit 
der Maxima I konzentration. Die Maximalkonzentrationen sind 1*ig / ml fur Temazepam, Oxazepam, Lorazepam, Broma- 
zepam, Alprazolam, Hydroxy- Alprazolam, Hydroxy-Triazolam und Amino-Flunitrazepam. Die Maximalkonzentration 
betragt 10 fig / ml fur Temazepam-Glucuronid, 2-Amino-4-chlorbenzophenon, Oxazepam-Oucuronid, Lorazepam-Glu- 
curonid und 2-Amino-2',4-dichlorbenzophenon. 

Zum Vergleich wird Inkubationspuffer ohne Hapten eingesetzt Je 50 \x\ dieser Losungen werden in den Napfen der 
Platte vorgelegt. 

Die Arrliseren werden mindestens 1 : 10000 mit Inkubationspuffer verdunrrt. Je 50 \i\ des verdunrrlen Serums wer- 
den in die Napfe mit den Hapten-Losungen gegeben und gemischt. Die Endkonzentration der Hapten e und der Anti- 
korper im Test ist damrt halb so hoch wie die der eingesetzten Losungen. 

Inkubation (60 Minuten) und waschen wie oben beschrieben. 

ReaKtjop mit dem Nachweis-KoniMgat 

Zum Nachweis der Antikorper. die uber das Hapten- Biotin-Konjugat an die Festphase gebunden sind, dient ein 
Konjugat aus Meerrettich-Peroxydase und Kaninchen-AntikOrpern gegen IgG aus Schafen. Das Nachweiskonjugat 
wird mit Inkubationspuffer auf 20 mU / mt Peroxidase-Aktivitat verdOnrrt und diese Losung auf die Napfe verteitt (100 pJ 
/Napf). 

Inkubation (60 Minuten) und waschen wie oben beschrieben. 
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Substratreaktion: 

Alle Napfe werden mit je 100 pJ Substratlosung gefullt und urrter SchQttetn inkubiert, bis die FarbentwicWung in den 
Proben ohne Hapten subjektiv ausreichend erscheirrt. Dann wird die Exlinktion aller Napfe als Differenzmessung bei 
5 denn Wellenlangen 405 / 492 Nanometer bestimmt 

Auswertung 

Als positives Ergebnis (eindeutiger Nachweis des eingesetzten Benzodiazepins) wird die Senkung des MeBsignals 
w um mindestens 20% gegenQber dem Leerwert ohne Hapten betrachtet Die Benzodiazepine Konzentratton, die genau 
diesem Signalwert entspricht (cut-off-Wert) wird durch lineare Interpolation zwischen benachbarten Standards der 
Hapten-Reihe fur jede der untersuchten Verbindungen ermittelt. 

Engebnisse: 

15 

Tabelle 1 zeigt die cut-off-Werte fur eine Reihe von Benzodiazepin-Pharmaka und ihren Stoffwechsei-Derivaten, 
beispieihaft fur die Antiseren von 3 oder 5 Schafen. Die Serumproben wurden 12 Monate nach Beginn der immunisie- 
rung gewonnen. 

Die Zahlen belegen. daB eine brette PaJette von Benzodiazepinen vollig unterschiedlicher Struktur mit sehr guter 
20 bis ausreichender Sensrtivrtat von alien drei Antiseren nachgewiesen werden kann. 


Tabelle 1 


Nachweis von Benzodiazepinen 

Angegeben sind die Benzodiazepin-Kbnzentrationen (Nanogramm / ml), die im kompetitiven 
ELISA eine Signalerniedrigung um 20% gegenuber dem Leerwert ohne Hapten -erzeugen. 


Tler-Nummer (eingesetzte Serum verdunnung) 

Benzodlazepin-Verbindung 

1 (1:14000) 

2(1:16500) 

3(1:11500) 

Temazepam 

0,13 

; 0,24 

0,35 

2-Amino-4-chlorbenzophenon 

64 

68 

69 

Temazepam-Glucuronid 

2.1 

n.b. 

n.b. 

Oxazepam 

0,29 

0,26 

0,41 

Oxazepam-GIucoronid 

7,5 

8,7 

11.0 

Lorazepam 

1.7 

1,3 

2.0 

Lorazepam-Glucurontd 

80 

7.3 

49 

2-Amino-2',4-dich!orbenzophenon 

270 

160 

130 

Bromazepam 

5.5 

150 

25 

Alprazolam 

0.09 

0,54 

0.10 

Hydroxy-Alprazolam 

0,47 

5.0 

0.34 

Hydroxy-Triazolam 

3,0 

15 

9.1 

Ami no-Run itrazepam 

6.0 

0.42 

4.1 


55 
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Be i spiel 3 

Synthese von 7-Chlor-3-[2-(N-maleinimido)ethyl]oxy-1-methyl-5-phenyl-1H-1 ,4-Benzodiazepin-2(3H)on (Ilia) 
5 1. 

7-Chlor-1-methyl-5-phenyl-1H-1 ( 4-benzodiazepin-2(3H)on-4-0)dd (VI) 

5.70 g (20 mmol) 7-Chlor-1-methyl-5i3henyl-1H-1.4-benzocliazepin-2(3H)on (Fa.Sigma. Nr.T8275) werden in 150 
io ml Dichlormethan gelost und unter RQhren bei 20°C mit 13.8 g (40 mmol),3-Chlor-p©roxybenzoesaure (Fa.Aldrich. 
Nr.27,303-1) versetzt. Man laBt die Losung 1.5 h bei 20 a C weiterruhren. Danach wird die Reaklionsmischung mit 200 
ml 5% NH3 und anschlieBend mit 200 ml 0.1 n NapH gewaschen. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdarnpfer 
entferrtt und der verbleibende 6lige Ruckstand unter Erwarmen auf 40-45°C in 25 ml Isopropanol gelost. Danach laBt 
man das Produkt unter tangsamen AbkQhlen auf Raumtemperatur kristallisieren. 2h nach beginnender Kristallisation 
is wird das feste Produkt 2 abgesaugt und mit je 50 ml Isopropanol und 50 ml Diisopropyl ether gewaschen. Man trocknet 
abschlieBend uber Nacht im Exsikkator uber Paraffin. 
Ausbeute; 3.30 g (55% d.Th) farblose Kristalle. 
DC: Kieselgel, Essigester/Petrolether 2/1 (v/v); Rf= 0.41 

20 2. 

3-Acetoxy-7-chlor-1 -methyl-5-phenyl-1 H-1 ,4-benzo<iiazepin-2(3H)on (VII) 

3.0 g (10 mmol) der Verbindung VI werden 5 h in 30 ml THF +60 ml Acetanhydrid unter RuckfluB erhitzt. Anschlie- 
25 Bend wird die Losung am Rotationsverdarnpfer zur Trocknen eingedampft und der kristailine Ruckstand mit 50 ml Iso- 
propylether digeriert. Man saugt ab und trocknet das Produkt 3 2 h am Hochvakuum bei 50°C. 
Ausbeute: 3.27 g (99% d.Th.) farblose Kristalle. 
DC: Kieselgel, Essigester/Petrolether 2/1 (v/v); Rf= 0.50 

30 3. 

N-(tert.-Butoxycarbonyl)ethanolamin 

30.5 g (0.5 mol) Ethanolamin (Fa.Fluka, Nr.02400) werden in 300 mIDioxan/Wasser 1/1 (v/v) gelost und unter Eis- 
35 kuhlung tropfenweise mit einer Losung von 109 g (0.5 moi) Di-tert.-butytdicarbonat (Fa.Fluka, Nr.34659) in 150 ml 
Dioxan versetzt. Man entfernt die Eiskuhlung und laBt die Losung unter ROhren auf Raumtemperatur kommen. Nach 
weiteren 18 h wird die L6sung am Rotationsverdarnpfer eingedampft, der olige Ruckstand in 250 ml Essigester gelost 
und Ober ca.20 g Na2S04 getrocknet. Nach Rltration wird abermals eingedampft und das 6lige Produkt 3 h am Hoch- 
vakuum getrocknet. 
4C Ausbeute: 80.2 g (99% d.Th.) farbloses Ol. 
DC: Kieselgel, Essigester/Methanol 1/1 (v/v); 
Detektion durch BesprQhen mit Ninhydrin-Losung; Rf= 0.74 

4. 

45 

3-[2-(tert.-Birtoxycarbonylamino)ethynoxy-7-chlor-1-methyl-5i3henyl-1H-1 ,4-benzodiazepin-2(3H)on (VIII) 

1 .5 g (5 mmoO der Verbindung VII werden 50 ml Chloroform (uber Aluminiumoxid getrocknet) gelost. Unter krafti- 
gem ROhren bei 20°C leitet man 10 min Qber eine Kapillare in stetigerfi Strom (ca. 40-50 cm3/min) HCI-Gas durch die 

so LOsung. AnschlieBend laBt man 18 h bei 20°C rOhren. Dann wird die Reaktionsiosung am Rotationsverdarnpfer zur 
Trocknung eingedampft. Der feste Ruckstand wird in 20 ml Chloroform (Ober Aluminiumoxid getrocknet) gelost und mit 
960 mg (6 mmol) N-(tert.-Butoxycarbonyl)ethanolamin in 10 ml des gleichen Losungsmittels versetzt. Man gjbt 500 mg 
Nafion-NR 50 (Fa.Aldrich, Nr.30,938-9) zu und laBt 1 h bei 20°C rOhren. Danach wird die Losung filtriert, zweimal mit 
je 50 ml Wasser gewaschen und uber ca. 5 g Na2S04, wasserfrei, getrocknet Das Losungsmittel wird am Rotattons- 

55 verdampfer entfernt. Dann wird das Rohprodukt in einem moglichst geringen Volumen Essigester/Petrolether 2/1 (v/v) 
unter leichtem Erwarmen gelost und durch SauJenchromatographie an Kieselgel (Saule: 4 x 68 cm, Eluent: Essig- 
ester/Petrolether 2/1 (v/v)) gereinigt Die entsprechenden Fraktionen werden gesammelt, das Losungsmittel wird am 
Rotationsverdarnpfer entfernt und das kristailine Produkt 2 h im Hochvakuum bei 50°C getrocknet. 
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Ausbeute: 1 .22 g (55 % d.Th.) farblose Kristalle. 

DC: Kieselgel, Essigester/Petrolether 2/1 (v/v); Rf= 0.44 

5. 

5 

3-(2-Aminoethy1)oxy-7-ch!or-1 -methyl-5-phenyl-1 H-1 ,4-benzo-diazepin-2(3H)on Hydrochtorid (IX) 

1 .1 1 g (2.5 mmol) der Verbindung VIII werden in 10 ml 2 molarer HCI in Dioxan gelosi wobei sich innerhalb weniger 
Minuten ein oliger Niederschlag bildet. Man laBtdie Suspension 30 min bei 20°C si eh en, dekantiert das LOsungsmittel 
to und digeriert den ROckstand mit 20 ml Essigester, wobei sich das Produkt verfastigt. Man rflhrt die Suspension 1 h bei 
20°C, saugt ab und trocknet das Hydrochlorid 4 h bei 40°C am Hochvakuum. 
Ausbeute: 910 mg (96% d.Th.) farbloses, feinkristallines Pulver. 
DC: Kieselgel. n-Butanol/Eisessig/Wasser 50/15/25 (v/v/v); Rf= 0.64 

15 6. 

7-Chlor-3-(2-(N-maleintmido)ethyl]oxy-1-methyl-5-phBnyl-1 H-1 ,4-benzodiazepin-2(3H)on (Ilia) 

760 mg (2 mmol) der Verbindung IX werden bei 20°C in 10 ml gesattigter Natriumbicarbonat-Losung suspendierl 
20 und unter Ruhren mit 340 mg (2 mmol) N-Methoxycarbonylmaleinimid (Fa.Fluka, Nr.64940) versetzt. Nach ca 2-3 min 
bildet sich ein Oliger Niederschlag. Nach werteren 10 min gibt man 15 ml Tetrahydrofuran zu und laBt weitere 45 min 
bei 20°C ruhren. Danach stelrt man die Reaktionsmrschung mit konz. HCI auf pH 6.0, extrahiert mrt 50 ml Essigester 
und wascht den Extra kt mit 2 x 50 ml Wasser. Die organische Losung wird mit ca 5 g IMa2S04 getrocknet am Rotati- 
onsverdampfer eingedampft und das verbleibende Rohprodukt durch Saulenchromatographie an Kieselgel (Saule: 2.5 
25 x 50 cm, Eluent: Essigester) gereinigt. Die entsprechenden Fraktionen werden gesammett. das LOsungsmittel am Rota- 
tionsverdampfer entfernt und das verbteibsnde krtstalline Maleinimid Ilia 3 h am Hochvakuum bei 40°C getrocknet. 
Ausbeute: 315 mg (37% d.Th.) farbioser, feinkristalliner Feststotf. 
DC: Kieselgel, Essigester; Rf= 0.49 

1H-NMR(CDCI3): d(ppm) = 3.37(s.3H;-CH3), 3.91/4.1 4(m;4H;-CH2-CH2-). 4.87(S,1H;-C3H-), 6.69(s,2H;-CH=CH-). 
30 7.48(m,8H; Aromaten-H). 

Peispicl 4 

Synthese von 7^hlor^-(2-CNorohenyl)-1-[2-(N-male™^ (Hlb) 

35 

1. 

N-(tert.-Butoxycarbonyl)-2-bromethylamtn 

40 10.2 g (50 mmol) 2-Brorhethylamin Hydrobromid (Fa.AIdrich, Nr.B6,570-5) werden in 100 ml Dioxan/Wasser 1/1 
(v/v) geldst und mit 15 g (20.6 ml) Triethylamin versetzt. Man kOhtt auf 0° C und gibt unter Ruhren troptenweise eine 
Losung von 10.9 g (50 mmol) Di-tert.-butyldicarbonat in 15 ml Dioxan zu. Die Reaktionsmischung laRt man langsam 
auf Raumtemperatur kommen und 18 h weiter ruhren. Das LOsungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der 
ROckstand in 200 ml Essigester aufgenommen. Man wascht dreimal mit je 100 ml gesattigter Natriumbicarbonat- 

45 Losung und abschlieBend zweimal mil je 100 ml Wasser. Die organischB Losung wird mit ca. 20 g Na2S04 getrocknet, 
das Losungsmrttel am Rotationsverdampfer entfernt und das 6lige Produkt 3 h bei 40°C am Hochvakuum getrocknet. 
Ausbeute: 12.0 g (98 % d.Th.) leicht braunliches, zahes Ol. 
DC: Kieselgel, Essigester; Rf= 0.90 

so 2. 

7-Chlor- 1 -{2-(tea-Butoxycarbonylamino)e1hylJ-5-(2-chlorphenyl)-1 H-1.4-benzodiazepin-2(3H)on 

3.05 g (10 mmol) 7-Chlor-5-(2-chlorphenyl)-1H-1 ,4-benzodiazepin*2(3H)on (Fa.Sigma. Nr.D 7662) werden in 20 ml 
55 Dimethytformamid geldst und unter LuftausschJuB (N2-Atmosphare) auf 0°C gekuhlt Die leicht gelbe Losung wird mit 
480 mg (20 mmol) Natriumhydrid (Suspension in ParaffinOI; Fa. Merck, Nr.818023) versetzt und 10 min bei 0°C geruhrt 
Dabei verfarbt sich die Reaktionsmischung nach Orange-Braun. AnschlieBend gibt man 2.69 (12 mmol) N-(tert.- 
Butoxy(^rbony0-2-bromethylarnin zur Losung und laOt allmahlich auf Raumtemperatur kommen. Die Losung wird 18 h 
bei 20°C geruhrt. dann wird der Ansatz auf Eis geg ss n. D r sich bildende Niederschlag wird abgesaugt und das Pro- 
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duktS durch praparative Saulenchromatographie an Kieselgel (Saule: 4 x 68 cm, Eluent: Essigester) gereinigt. Die ent- 
sprechenden Fraktionen warden gesammelt, das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der verbleibende 
Feststoff 1 h am Hochvakuum bei 40 °C getrocknet. 
Ausbeute: 2.66 g (59% d.Th.) farbloses. leinkristallines Pulver. 
c DC: Kieselgel, Essigester; Rf= 0.67 

3. 

1 -[2-Aminoethyl]-7-chlor-5-(2-chlorphenyl)-1 H-1 t 4-benzodiazepin-2(3H)on TrHluoracetat (XI) 

10 

2,24 g (5 mmol) der Verbindung aus 2. werden in 50 ml Essigester gelost und auf 0°C gekiihrt. Unter Ruhren gibt 
man tropfenweise 10 ml Trifluoressigsaure zu und laBt ca. 30 min nachruhren. Danach werden Saure und Losungsmit- 
tel am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt XI 5 h am Hochvakuum bei 40°C getrocknet 
Ausbeute: 2.32 g (100% d.Th.) leicht gelbliches, feinkristallines Pulver. 
is DC: Kieselgel, n-Butanol/Eisessig/Wasser 50/15/25 (v/v/v); Rf= 0.74 

4. 

7-Chlor-5-(2-chlorphenyl)-1 -[2-(N-maleinimidoethyi]-1 H-1 ,4-benzo-diazepin-2(3H)on (1Mb) 

20 

1.16 g (2.5 mmol) des Trifluoracetats XI werden bei 20°C in 15 ml gesattigter Natriumbicarbonat-LOsung suspen- 
diert und unter RQhren mit 425 mg (2.5 mmol) N-Methoxycarbonylmaleinimid in 20 ml Tetrahydrofuran versetzt. Man 
la(5t 1 h bei 20°C ruhren. Danach stellt man die Reaktionsmischung mit konz. HCI auf pH 6.0. extrahiert mit 50 ml Essig- 
ester und wascht den Extrakt mit 2 x 50 ml Wasser. Die organische Losung wird mit ca. 5 g Na2S04 getrocknet, am 
25 Rotationsverdampfer etngedampft und das verbleibende Rohprodukt durch Saulenchromatographie an Kieselgel 
(Saule: 2.5 x 50 cm, Eluent: Essigester) gereinigt. Die entsprechenden Fraktionen werden gesammelt, das Losungs- 
mittel am Rotationsverdampfer entfernt und das verbleibende kristalline Maleinimid lib 3 h am Hochvakuum bei 40°C 
getrocknet. 

Ausbeute: 330 mg (31%d.Th.) farbloser, feinkristalliner Feststoff. 
30 DC: Kieselgel, Essigester; Rf= 0.60 

1H-NMR(CDC13): d(ppm) = 3.86/4. 10(m.4H;-CH2-CH2-), 3.80/4.86 (AB-Signal,Ja 12Hz.2H;-C3H2-) t 6.70(s,2H; - 
CH=CH-), 7.32(m.7H; Aromaten-H). 

PatentansprQche 

35 ' 

1 . Benzodiazepinprotemkonjugate der Form el I 


40 


45 



in der R1 Wasserstoff eine Methytgruppe Oder R darstelrt, 
55 R2 Wasserstoff, Hydroxy Oder eine OR-Qruppe darstellt, wobei entweder R1 Oder R2 eine R-Gruppe enthalt. 
R3 Halogen, N02 oder NH2 darstellt. 
X Wasserstoff oder Halogen darstellt, 

wobei R eine Grupp der Formel II darstellt, in der Z eine makromolekulare immunogen wirksame Tragersubstanz 
bedeutet und n 2 oder 3 ist. 


12 


EP 0 726 275 A1 

2. Benzodiazepinproteinkonjugate gemaB Anspruch 1 mit der Forme! la Oder to 


5 


10 


15 



20 3. Verfahren zur Erzeugung von Antikorperngegen Benzodiazepine durch Immunisierung eines Saugetieres und 
Gewinnung der erzeugten AntikOrper nach bekannten Verfahren, dadurch gekennzeiohnet, da 3 ein Konjugat 
gemaB Anspruch 1 Oder 2 verwendet wird. 

4. AntikOrper. hergestellt nach einem Verfahren gemaB Anspruch 3. 

25 

5. Verfahren zur immunologischen Bestimmung der Anwesenhert von Benzodiazepine*! Oder- Benzodiazepinmetabo- 
liten in einer Probe durch Kontaktieren einer auf Benzodiazepine zu untersuchenden Probe mit einem AntikOrper 
und Bestimmung des AntikOrper-Benzodiazepin-Komplexes in einer geeigneten Weise, dadurch gekennzeichnet, 
daB ats AntikOrper ein AntikOrper gemaB Anspruch 4 verwendet wird. 

30 . 

6. Verwendung der Kbnjugate gemaB Anspruch 1 Oder 2 als Immunogene zur Hersteliung von AntikOrpem gegen 
Benzodiazepine. 

7. Verwendung der AntikOrper gemaB Anspruch 4 in Immunoassays. 

35 

8. Verfahren zur Hersteliung der Benzodiazepinproteinkonjugate gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB Benzodiazepinlinkerverbindungen der Formel III 


40 


45 



mit Polyaminoverbindungen, die mindestens eine Thiol gruppe enthaften, umgesetzt werden, wobei R1\ Wasser- 
55 stoff, Methyl oder R'darstellt. R' 2 ist Wasserstoff. OH oder OR* wobei errtweder R1 * oder R2* eine R* Gruppe enthalt, 
R' eine Gruppe der Formel IV bedeutet, R 3 Halogen, N02 oder NH2 darsteltt X Wasserstoff oder Halogen darsteflt 

9. Benzodiazepin-Unkerverbindungen der Formel III gemaB Anspruch 8. 
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Verfahren zur Herstellung der Benzodiazepinlinkerverbindungen der Forme! Ill gemaB Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet, dafJ 

a) wenn R2' eine OR' Gruppe ist 

Verbindungen der Formel V zu Verbindungen der Forme! VI oxidiert, diese zu Verbindungen der Formel VII 
acyliert, mit N-geschutztem Alkylamin und Alkoxycarbonylmaleimtd zu Verbindungen der Formel III umgesetzt 
wird 



oder 

b) wenn R1* eine R' Gruppe ist 

Benzodiazepine der Formel X werden mit N-geschutztem Halogenalkylamin alkyliert. die Schutzgruppe abge- 
spalten und mit Alkoxycarbonylmaleimid zu Verbindungen der Formel III umgesetzt 
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Figur I 
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